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摘要 :【 目 的 】 铬 黄 原 蛋白 受 体 (vitellogenin receptor, VgR) 属于 低 密 度 脂 蛋白 受 体 ,通过 介 寻 内 知 
作用 为 发 育 中 的 卵 母 细胞 摄取 卵黄 原 蛋 白 ,为 胚胎 发 育 提供 营养 物质 ,在 昆虫 生殖 过 程 中 发 挥 关 键 
作用 。 为 研究 黑 尾 叶 蝉 Nephoteitix cincticeps VER. (NecVgR) 基 因 的 生理 功能 及 其 在 生殖 中 的 作用 ， 
本 研究 克隆 并 解析 了 NcVgR 基因 的 序列 ,并 对 其 时 空 表达 进行 了 研究 。【 方 法】 根据 黑 尾 叶 蝉 转录 
组 数据 信息 ,利用 RT-PCR 克隆 了 NcVgR 基因 ,并 进行 了 生物 信息 学 分 析 ; 利 用 实时 荧光 定量 PCR 
研究 了 不 同 发 育 时 期 成 虫 不 同 组织 NeVeR 的 表达 水 平 。【 结果 ]】NeVeR cDNA 序列 全 长 6 676 bp, 
开放 阅读 框 长 度 $ 568 bp ,编码 1 855 个 氨基 酸 , 预 测 编码 蛋白 的 分 子 量 为 206 kD,N 端 前 17 ASA 
基 酸 为 信号 肽 。 序 列 分 析 显示 ,NecVgR 具有 低 密 度 脂 蛋白 家 族 的 5 个 经 典 保守 域 , 即 : 配 体 结合 域 
(ligand-binding domain ，LBD)、 表皮 生 长 因子 前 体 同 源 域 (上 EGF-precursor homology domain, EGFP) 、 
0- 糖 链 结 构 域 ( O-linked sugar domain, OLSD ) ,35 JŽ % ( transmembrane domain, TMD ) 和 胞 质 尾 域 
(cytoplasmic domain) RAA AHAH, NeVeR 5538 € &(N.. lugens VgR 亲缘 关系 最 近 。 实 时 荧 
光 定 量 РСК ZUR Xon,NcVgR 转录 起 始 时 间 为 5 龄 若 忠 ,羽化 后 转录 水 平 逐 渐 上 升 ,至 羽化 后 8 d 
达到 峰值 ,随后 下 降 。 有 意思 的 是 , 随 着 黑 尾 叶 蝉 产 卵 , NcTsR 转录 水 平 再 次 上 升 ,至 羽化 后 16 d 
达到 最 高 水 平 。 组 织 定位 结果 显示 ,NcVeR 在 黑 尾 叶 蝉 只 成 虫 卵 梨 中 特异 性 高 表达 vm JEDE X, IR 
肪 体 和 肠 道 中 微量 表达 ,在 上 峻 成 求 脑 及 雄 成 下 中 均 未 检测 到 表达 。【 结 论 】 NCVgR 在 黑 尾 叶 蝉 内 成 
虫 卵 梨 中 特异 性 表达 ,并 且 不 同 发 育 时 期 具有 不 同 的 表达 量 , 这 为 研究 黑 尾 叶 蝉 的 生殖 调控 机 理 提 
供 了 分 子 信 息 。 

Ж: 黑 尾 叶 蝉 ; 卵黄 原 蛋白 受 体 ; 基因 克隆 ; 序列 分 析 ; 表达 模式 
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Abstract: [ Aim 】 Vitellogenin receptor ( VgR), which belongs to low-density lipoprotein receptor 
(LDLR) superfamily, mediates vitellogenin/yolk protein absorption by developing oocytes for embryonic 
development and plays a critical role in insect reproduction. In order to define the physiological functions 
of VgR and its roles in reproduction of the green rice leafhopper, Nephotettix cincticeps, we cloned and 
characterized the VgR gene (NeVeR), and monitored its expression profiles. [Methods] NcVgR was cloned 


using RT-PCR according to previous transcriptomic data of N. cincticeps and analyzed by bioinformatic 
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tools, and the mRNA levels of NcVgR in different developmental stages and adult tissues were detected 
via real-time PCR. [Results] The complete cDNA of NcVgR is 6 676 bp in length with a 5 568 bp of 
open reading frame, encoding a 206 kD protein with 1 855 amino acids including a putative 17-amino- 
acid signal peptide at the N-terminus. NcVgR has 5 typical conserved domains of LDLR family, including 
ligand-binding domain ( LBD ), EGF-precursor homology domain (ЕСЕР), O-linked sugar domain 
(OLSD) , transmembrane domain ( TMD) and cytoplasmic domain. Phylogenetic tree analysis indicated 
that NeVgR was most closely related to N. lugens VgR. Real-time PCR results showed that the expression 
of NcVgR started at the 5th instar nymphal stage, increased rapidly after adult eclosion , reached the peak 
at 8 d post adult eclosion, and decreased subsequently. Interestingly, the transcriptional level of NcVgR 
increased again and reached the peak at 16 d post adult eclosion when N. cincticeps female adults started 
to lay eggs. The mRNA level of NcVgR was very specially high in ovary, but only trace level was 
measured in fat body and gut of female adults. NcVgR was not expressed in both brains of female and 
male adults. [ Conclusion] We cloned the NcVgR gene, and demonstrated that it is specifically expressed 
in ovaries of female adults and displays a higher expression after adult eclosion. Our results provide the 
molecular information for further studying the regulation mechanisms of reproduction of female N. 
cincticeps. 


Key words: Nephotettix cincticeps; vitellogenin receptor ( VgR ) ; gene cloning; sequence analysis; 


expression profile 


昆虫 卵黄 原 和 蛋白 受 体 (vitellogenin receptor, 
VgBR) 在 雌 成 虫 成 熟 卵巢 中 表达 , 锚 定 在 生殖 细胞 膜 
表面 ,在 卵子 发 生 过 程 中 ,通过 介 导 内 吞 作用 将 脂肪 
体 合 成 ,分泌 到 血 淋 巴 中 的 卵黄 原 蛋 白 转运 进入 正 
在 发 育 的 卵 母 细胞 中 ,为 胚胎 发 育 提 供 营养 ,在 昆虫 
卵子 形成 及 卵黄 发 生 中 发 挥 重要 作用 (Sappington 
апа Raikhel, 1998; Tufail апа Takeda, 2008, 
2009) 。 因 此 ,开展 VgR 的 研究 不 仅 有 助 于 了 解 昆 
虫 生殖 生理 机 制 ,对 于 害虫 的 防治 及 益 虫 的 繁殖 也 
具有 重要 意义 。 迄 今 , МЕК mRNA 序列 已 经 在 不 少 
昆虫 中 先后 报道 ,如 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster 
(Schonbaum et al., 1995) 、 埃 及 伊 蚊 Aedes aegypti 
(Sappington et al., 1995) 红火 凡 Solenopsis invicta 
(Chen et al., 2004) , 2 7% Bombyx mori ( К 3 ЗЕ, 
2005) ЗХ Periplaneta americana. ( Tufail and 
Takeda, 2005 ) 4& ZW Blattella germanica 
(Ciudad et al., 2006), 5 fH dy HE 
maderae ( Tufail and Takeda, 2007) 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera ( Guidugli-Lazzarini et al., 2008) 、 cf IR 
Spodoptera litura (Shu et al., 2011) E% Antheraea 
pernyi (Liu et al., 2011) HAX 9, Bemisai tabaci ( f& 
璐 等 , 2013) .褐飞虱 М. lugens (Lu et al., 2015) 、 桔 
ЛЕ Bactrocera dorsalis ( Cong et al., 2015; Lin et 
al., 2015) , Ef 3& Y& Bombyx mandarina (Qian et al., 
2015) 等 ,部 分 昆虫 VgR 序列 已 经 上 传 到 GenBank, 




















































































































Е Leucophaea 








还 有 3 种 昆虫 VgR 获得 了 基因 组 序列 , 即 西 方 蜜蜂 
A. mellifera W Wig dj 4 DE Nasonia vitripennis 和 办 
比 亚 按 蚊 Anopheles gambiae ( Tufail and Takeda, 
2009), ЖУК, Я HMR HALTE R D. 

melanogaster , Ti /|v SZ ta B. dorsalis ll Z 18 Musca 
domestica 等 昆虫 卵黄 多 肽 (yolk peptides, ҮР) 在 进 
化 上 与 卵黄 原 蛋 白 (vitellogenin，Vg) 完全 不 相关 ， 
而 其 卵黄 多 肽 受 体 ( ҮР receptor，YPR ) 却 与 其 他 昆 
Hi VgR 同 源 (Bowne，1992; Tufail and Takeda, 
2008, 2009) , 

昆虫 VgR 是 由 约 7.5 kb 的 转录 本 编码 的 180 ~ 

215 kD 的 大 分 子 膜 蛋白 ( Tufail and Takeda, 2009) 。 
ЖН А. aegypti VgR 大 小 约 205 kD, RARE 
下 以 非 共 价 同 源 二 聚 体 形式 存在 ,不 包含 小 亚 基 
(Sappington et al., 1995) 。 昆 虫 VgR 属于 低 密度 脂 
蛋白 受 体 , 与 载 脂 蛋白 受 体 (lipophorin receptor, 
LpR), LDLR 相关 有 蛋白 (LDLR-related protein, 
LRP) 更 低 LDLR (very LDLR，VLDLR) 、 巨 和 蛋白 
( megalin ) 等 一 起 构成 低 密 度 脂 蛋 白 受 体 家 族 ,该 家 
族 和 蛋白 具有 5 个 经 典 保守 域 : 配 体 结合 域 (ligand- 
binding domain, LBD) 、 表 皮 生 长 因子 前 体 同 源 域 
( EGF-precursor homology domain, ЕСЕР) 、0- 糖 链 结 
构 域 ( O-linked sugar domain 或 O-linked carbohydrates, 
OLSD) ‚ Jii 2i ДШ ( transmembrane domain, TMD) 
和 胞 质 尾 域 ( cytoplasmic domain ) ( Tufail and 
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Takeda, 2009) , 3X 5 个 经 典 保守 域 各 自 具 有 相应 
的 功能 , 配 体 结合 域 介 导 受 体 与 配 体 的 结合 ;表皮 生 
长 因子 前 体 同 源 域 介 导 受 体 与 配 体 在 酸性 条 件 下 解 
离 ;0- 糖 链 功能 域 功 能 尚 不 清楚 ,可 能 与 受 体 的 延 
伸 有 关 ; 跨 膜 结构 域 宣 含 艳 水 性 氨基 酸 , 将 受 体 销 定 
在 质 膜 上 ; 胞 质 尾 域 含 有 内 化 信号 (internalization 
signal) LI 和 NPXY, 将 受 体 导向 包 被 小 泡 
(Sappington and Raikhel, 1998; Tufail and Takeda, 
2009) 。 受 体 介 导 的 内 吞 作用 过 程 在 埃及 伊 蚊 中 充 
分 展示 (Snigirevskaya et al., 1997) ,但 是 VgR 转运 
Vg 的 分 子 机 制 目前 还 没有 报道 。 

在 对 VgR 功能 进行 研究 时 , 发 现 黑 腹 果 晶 Р. 

melanogaster VgR 基因 发 生 罕 变 时 ,导致 卵 母 细 胞 无 
法 累积 YP ,雌性 不 育 (Schonbaum et al., 1995) Я] 
用 RNAi Xt E] /]|NWE B. germanica, ЁТ KIN S. 
invicta PARIR S. litura t/h 18 B. dorsalis | f 
5% 15 B. mandarina 4 KELN. lugens MARHE 
Amblyomma hebraeum 等 VgR 进行 干扰 ,导致 Vg 在 
血 淋 巴 中 大 量 累积 `. 卵 梨 发 育 缓慢 和 雌性 不 育 等 
( Ciudad et al., 2006; Mitchell et al., 2007; Lu et al., 
2009; Shu et al., 2011; Smith and Kaufman, 2013; 
Cong et al., 2015; Lu et al., 2015; Qian et al., 
2015), Z& B. mori VgR 发 生 突变 ,Vg 4130 КО Ж 
白 不 能 进入 卵巢 ,只 能 产 下 白色 且 相 对 较 小 的 卵 
(Lin et al., 2013) 。 这 表明 VgR 在 营养 转运 、 卵 的 
形成 及 胚胎 发 育 过 程 中 具有 重要 的 作用 ,可 能 成 为 
害虫 防治 的 潜在 靶 标 。 另 外 ,一 些 虫 传 病原 菌 还 能 
HB) VgR 4r 5 89 P A f FH 3T s BH 3S. Df Bis , Е Л, BH 
A ,完成 经 卵 传播 。 如 , 灰 飞 乱 Laodelphax striatellus 
传播 水 称 条 纹 病毒 (rice stripe virus, RSV) 模型 中 ， 
RSV 能 够 与 Vg 在 卵 梨 外 结合 ,一 起 通过 受 体 介 导 
的 内 吞 作 用 进入 卵 梨 (Huo et al., 2014), RERI 
D. melanogaster VgR 发 生 突 变 , 可 有 效 抑制 其 内 共 
^E pij Spiroplasma poulsonii 3t ABE ER, БЕЗИ ЖЕ v 
在 血 淋 巴 中 大 量 累 积 ( Herren et al., 2013) 。 沉 默 变 
FE Dermacentor variabilis VgR ,其 携带 的 巴 贝 西 
IR Babesia 不 能 进入 卵 梨 (Boldbaatar et al., 2008) 。 
由 此 可 见 ,VgR 是 研究 病原 微生物 经 卵 传播 机 制 的 
关键 因子 。 

尾 叶 蝉 Nephotettix cincticeps ( Uhler) 5 РЭ 
Н ( Hemiptera ) 叶 蝉 科 ( Cicadellidae) ,是 东亚 温带 稳 
区 重要 害虫 ,不 仅 通过 直接 取 食 为 害 水 稳 韦 皮 部 ,还 
能 传播 多 种 植物 病毒 ,如 水 稻 东 格 鲁 球状 病毒 ,水 稳 
矮 缩 病 、 黄 矮 病 、 黄 菱 病 等 ,给 水 稳 生 产 种 来 重大 损 











































































































失 ( Fujita et al., 2006; 阮 义理 等 , 1985) 。 已 有 研究 
表明 ,水 称 矮 缩 病毒 (rice drawf virus, RDV ) 经 黑 尾 
叶 蝉 卵 的 传播 率 高 达 85$% (Fukushi et al., 1962), 
且 经 与 黑 尾 叶 蝉 互 作 而 提高 黑 尾 叶 蝉 的 产 卵 量 , 不 
仅 有 利于 害虫 发 生 , 还 能 促进 病毒 的 流行 ( 梁 莉 等 ， 
2010)。 目 前 大 量 稳 区 黑 尾 叶 蝉 已 经 对 杀 忠 剂 产生 
了 抗 性 ,急需 发 展 高 效 环境 友好 型 的 抗 虫 新 技术 
( 陈 巧 云 等 , 1978; Fujita et al., 2006) 。 因 此 ,本 研 
究 克隆 了 黑 尾 叶 暗 VgR 基因 NVR 的 cDNA 全 长 
序列 ,并 对 其 序列 及 表达 模式 进行 了 分 析 , 为 深入 揭 
zs RDV 促进 黑 尾 叶 暗 产 卵 的 生殖 调控 机 理 提 供 理 
论 依据 。 









































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 与 植物 
1.1.1. 供 试 昆虫 : 黑 尾 叶 暗 采集 于 浙江 大 学 紫金 港 
西区 试验 田 ( 杭州 ) ,集中 在 养 虫 笼 中 ,在 室内 用 水 稻 
TNI 饲养 。 饲 养 条 件 :温度 27 = VC ,相对 湿度 75% + 
5% , 光 周 期 14L: 10D , 光 强 度 3 500 ~4 000 Ix, 
1.1.2. 供 试 水 稳 : 供 试 水 稳 品 种 为 TN1。 小 苗 获 
取 : 将 收获 的 水 称 种 子 淄 在 水 中 ,去 除 漂浮 徐 种 , 放 
置 在 37 避 培养 箱 内 ,每 12 h 换 一 次 水 ,2 ~3 次 后 观 
察 水 稳 是 否 露 白 ,如 已 露 白 ,将 水 倒 掉 后 放 回 培养 
箱 ,2 d 后 , 放 到 培养 架 中 继续 培养 ,10 d 后 ,长 至 株 
高 约 10 ет, 可 用 来 作为 小 苗 来 饲养 黑 尾 叶 蝉 。 大 
苗 获 取 : 用 海绵 条 (长 3 ~10 cm, 宽 2 cm) 将 10 cm 
高 的 水 稻 小 苗 从 根部 以 上 事 住 , 塞 进 事先 打 好 和 孔 的 
泡沫 板 中 ,泡沫 板 漂浮 于 塑料 箱 中 ,用 木村 В 培养 
液 (Yoshida et al., 1976) 培养 30 d ,可 用 于 实验 。 
1.2 试剂 及 来 源 

TRIzol Reagent 购 于 Invitrogen 公司 ; EasyScript 
One-Step gDNA Removal and cDNA Synthesis 
SuperMix、Trans2K Plus DNA Marker、PCR 试剂 盒 、 
pGEM®-T Easy Vector System 工 及 感受 态 细胞 均 购 于 
北京 全 式 金 生物 公司 ; SYBR® Premix Ex Taq™ 
Perfect Real Time 购 于 TaKaRa 公司 ; 凝 胶 回 收 试 剂 
盒 、 质 粒 抽 提 试 剂 盒 购 于 Axygen 公司 ;引物 由 上 海 
生 工 生物 公司 合成 。 
1.3 总 RNA 提取 和 cDNA 第 一 链 合成 

TRIzol 法 提取 羽化 后 10 а 黑 尾 叶 蝉 肉 成 虫 总 
RNA ,使 用 反 转 录 试 剂 盒 去 除 基 因 组 DNA ,合成 第 
一 链 cDNA, 
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1.4 基因 扩 增 

根据 转录 组 数据 筛选 序列 ,用 Primer Primier 5 
设计 引物 ,克隆 NcVeR 全 长 ,引物 见 表 1。 以 上 述 合 
成 cDNA 为 模板 , 进行 PCR 扩 增 ,程序 : 94°С, 
5 min; 94°С 30 s, 55°С 30 s, 72°С 8 min, 35 4546 
$^; 72C, 5 min; 4% 保存 。 
1.5 PCR 产物 的 克隆 与 测序 

PCR 产物 经 1% 琉 脂 糖 凝 胶 电泳 分 离 鉴定 ， 
DNA 凝 胶 回 收 试剂 盒 纯 化 后 ,用 pGEM®-T Easy 
Vector System 工 进行 TA 克隆 ;从 蓝 白斑 筛选 平板 中 
挑选 单个 白色 菌落 扩大 培养 , МІЗ 引物 筛选 阳性 克 
隆 , 送 由 铂 尚 公司 测序 。 

表 1 基因 克隆 及 实时 荧光 定量 PCR 引物 














Table 1 Primers used for gene cloning and real-time PCR 


引物 用 途 引物 名 称 


Use of primers Primer name 


引物 序列 (5 -37) 


Primer sequences 





cDNA 克隆 NcVgR-SP1 
cDNA cloning NcVgR-AP1 


GATGGCCTAGTCTGCAATCCAAAT 
TCGGTTCAAACCTAAGCTAAAATG 





NcVgR-SP2 
荧光 定量 PCR | NcVgR-AP2 
Real-time PCR NC28S-SP 

Nc28S-AP 


GCCAATACCTACAGTTGCGG 
CCACGGCTTGATCATCTGTG 
ТСАСССАТСТСАСТТТСАСС 
ССТССТСТСССААТСАСААС 


1.6 序列 分 析 、 多 序列 比 对 和 进化 树 构 建 

使 用 序列 在 线 工 具 包 (http://www. bio-soft. 
net/sms/index. html ) 中 序列 翻译 工具 翻译 序列 ; 
SignalP 4. 1 Server ( http://www. cbs. dtu. dk/ 
services/SignalP/ ) 查找 信号 肽 ; NCBI 上 conserved 
domains 查找 保守 序列 ; 跨 膜 域 分 析 ( http://www. 
cbs. dtu. dk/services/TMHMM/); Clustal X 1. 83 进 
行 全 序列 比 对 ;MEGA 5.05 软件 中 的 邻接 法 构建 进 
化 树 , 系 统 树 中 每 个 分 校 的 统计 学 显著 性 分 析 以 
bootstrap 进行 检验 ,重复 次 数 为 1 000 次 。 
1.7  NcVgR 的 时 空 表达 

分 别 取 卵 ,4 龄 徊 虫 .3 龄 若虫 .羽化 后 0 -20 d 
上 肉 成 虫 以 及 羽化 后 10 d 左右 雌 成 虫 脂肪 体 、 卵 先 、 
肠 道 和 脑 以 及 雄 成 虫 提取 总 RNA, 取 1 hg 总 RNA 
反 转 录 合 成 cDNA, Primer 3 在 线 设 计 定量 引物 
( http ://primer3. ut. ee/) ;. LJ. cDNA 为 模板 , 285 
rRNA( GenBank 登录 号 : AY830701 ) 为 内 参 , 使 用 定 
量 试剂 盒 检测 NcVeR 的 表达 量 。 扩 增 条 件 :95% TW 
变性 30 s; 95°С 5 s, 60°С 30 s, 39 个 循环 。 
1.8 数据 统计 与 分 析 

在 Excel 软件 中 使 用 2 -se 法 进行 计算 不 同时 
期 .不同 组 织 NcVgR 的 mRNA 相对 表达 水 平 (Livak 
and Schmittgen, 2001) 。 不 同样 本 或 处 理 之 间 的 差 




















异 比较 采用 ANOVA 法 ,在 DPS (version 14. 50) 软 
件 上 进行 统计 分 析 ( 已 入 0. 05，Tukey 氏 多 重 比较 ) 
(Tang and Zhang, 2013 ) 。 


2 结果 


2.1 NcVgR 基因 克隆 及 序列 分 析 

根据 黑 尾 叶 蝉 转 录 组 数据 中 筛选 到 VgR 序列 
设计 引物 ,并 进行 PCR 扩 增 ,结果 如 图 1。 黑 尾 叶 蝉 
卵黄 原 蛋 白 受 体 基 因 NcVgR 全 长 6 676 bp 
(GenBank 登录 号 : KX022098 ) ,开放 阅读 框 长 度 
5 568 bp( 图 2),5' 端 非 编 码 区 199 bp,3' 端 非 编 码 
区 909 bp, 编码 氨基 酸 1 855 个 ,其 中 271 个 强酸 性 
氨基 酸 ,520 AP BK PE SA AERE 571 个 极 性 氨基 酸 。 
预测 编码 蛋白 大 小 206 kD ,pI 为 4.9。N 端 第 1 – 17 
位 氨基 酸 为 信号 肽 , 剪 切 位 点 位 于 第 17 APER AED) SR 
酸 和 第 18 位 残 基 及 两 氮 酸 之 间 。14 个 糖 基 化 位 点 
(NXS 或 NXT) 。 蜂 膜 域 分 析 显 示 第 1710 - 1732 位 
氨基 酸 为 跨 膜 域 ,第 1 733 -1 855 位 氨基 酸 为 胞 质 
尾 域 , 其 余部 分 为 胞 外 区 域 。NCBI 上 查找 保守 序列 
的 结果 显示 , 黑 尾 叶 蝉 的 VgR УЗЕН К P. 
americana „= FE] /|у B. germanica ‚Н, f& fr ЭЕ L. 
maderae 的 VgR 序列 一 致 性 均 为 42% , Ej KE М. 
lugens 的 VgR 序列 一 致 性 为 41% 。 


M 1 






































图 1 NcVgR 基因 的 PCR 扩 增 
Fig. 1 PCR amplification of NcVgR gene 
M; DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker; 1; PCR 产物 
PCR product. 


2.2 NcVgR 的 多 序列 比 对 及 进化 分 析 
Ж Ка 28 UU COMI, ЙЕ ГЕ 7] WE VgR 与 
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NcVgR 氮 基 酸 序列 进行 多 序列 比 对 (图 3) ,从 图 中 YWXD 基 序 构成 的 一 个 B- 螺 旋 域 构成 。0- 糖 链 结 
可 以 看 出 ,昆虫 VgR 氨基 酸 序列 在 不 同 物种 中 高 度 ARA 30 个 残 基 构成 , 含 6 个 丝氨酸 / 苏 氨 酸 (S/ 
保守 ,很 多 保守 区 域 和 保守 基 序 的 位 置 非 常 一 致 。 了 T)。 跨 膜 结构 域 约 24 个 残 基 组 成 , 富 含 丙 氮 酸 
NcVgR 基因 具有 5 个 经 典 功 能 域 : 配 体 结合 域 (AD) PHARC) REAR) TARL) EN 
(LBD) .表皮 生长 因子 前 体 同 源 域 (ECFP) ОЕ ARCE) ТАА СУ) ЗЕКЕ А, Месуа 
结构 域 (OLSD) 、 跨 膜 结构 域 (TMD) 和 胞 质 尾 域 (图 胞 质 尾 域 位 于 细胞 膜 内 部 ,同时 含有 NPAY 和 LI 两 
3 和 4)。NcVgR 有 两 个 LBD ,分 别 含 有 5 个 和 7 个 种 内 化 信号 (图 3 和 4)。 

class A 重复 域 ,每 个 class A 重复 域 有 6 PERAR 不 同 物种 的 VgR 氨基 酸 序列 构建 的 系统 发 育 
残 基 (C) 及 一 些 保 守 性 酸性 残 基 如 树 如 图 5。 从 图 中 可 以 看 出 , 昆虫 与 全 爪 螨 
CDxxxDCxDGSDE (加 粗 部 分 为 酸性 残 基 ) , ЗЕЕ Panonychus сіті, ЖЕ ЛО Xenopus laevis , 
残 基 在 CT-C 亚 ,CI-CV，CIV-CV 中 形成 二 硫 罗氏 沼 虾 Macrobrachium rosenbergii 和 拟 长 额 是 
键 。 表 皮 生 长 因子 前 体 同 源 域 存在 于 配 体 结合 域 的 。 ”Pandalopsis japonica VgR 形成 两 个 明显 的 类 群 , 且 在 
后 面 ,包括 EGF-like 重复 域 (class B 模块 ) 和 用 于 形 кн VgR 类 群 中 ,不 同 目的 昆虫 各 自 聚 成 小 类 和 群 ， 
成 B 螺旋 桨 域 的 YWTD 基 序 , 每 个 EGF-like 重复 域 这 说 明 VgR 在 进化 上 具有 很 好 的 保守 性 。NcVgR 
有 6 个 半 胱 氮 酸 重复 域 组 成 ,在 CIT-C 亚 ,CI-C ”和 半 翅 目 昆虫 VgR 聚 在 同一 个 进化 枝 上 , 559 К 
K ，C 亚 -CV 中 形成 二 硫 键 。B- 螺 旋 域 约 含 260 个 М. lugens 最 为 近 缘 。 

氨基 酸 残 基 , 由 6 个 保守 YWXD 基 序 构成 。NecVgR 2.3 NcVgR 序列 的 表达 模式 

表皮 生长 因子 同 源 域 有 两 个 ,第 1 个 由 4 EGF- 以 28S rRNA 作为 内 参 ,荧光 定量 PCR 检测 黑 
like 重复 域 和 12 个 YWXD 基 序 构成 的 两 个 B- 螺 旋 。” 尾 叶 暗 不 同时 期 VgR 转录 水 平 结 果 如 图 6 所 示 。 
域 构成 ,第 2 个 由 3 个 EGF-like 重复 域 和 6 个 NereR 从 5 龄 知 虫 期 启动 转录 ,羽化 后 转录 水 平 逐 
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MW K W L E-A S Lh V. V.S O Y. A N T F T S A A F E K Е К G S I 
ATGTGGAAGTGGCTTTTTGCGTCTTTAGTTGTGTCTCAGTACGCAAACACATTTACCTCAGCGGCTTTTGAAAAGTTCAAAGGCAGTATT 
G 



















31 ( PM Q C M DG EC IS EE K HC DG HP DCHDG 
91 GGCTGCCCTCCGATGCAG TACTTGTGT ATGGATGGAGAATGCATATCCGAGGAGAAGCACTGCGACGGACACCCAGACTGTCACGACGGA 
61D D E HN C D V L RC L PP MYF E CA НМ HR T. ToOE L 


181 GATGATGAACACAACTGCGATGTGTTGAGGTGTCTGCCTCCGATGTACTTTGAGTGTGCGAA CACAGGTGCATCAGC "ACCACATTCCTC 
91C D D D N D RM NONE. 
271 TGCGACGATGATAACGATTGCGAG 
EQ UL D, 










C v P E N E v ; 

GTTTCAGTGTCTC TGTGTGTGC( CTGAGAACTGGGTCTGTG CTGTCTAGATGCCAGTG, 
C S SN E 5 F Q K N E F HC D G.G 

1 AC CCTCGGCTGCAGCTCAAATATATCGTGTGATGGATTCCAATGCAAGAATCACTTCTGTATCCCAAAAGAGTTTCATTGTGATGGTGGA 


C L DA S D 

















G DN S DE EN C S R E I T M E Q C S L D Q R M Y Y 
CGGTGACAACTCTGACGAGGAGAACTGCCCTTCAACAGAGATAACGATGGAGCAATGTTCGTTAGATCAAAGGATCTATTAC 
G I L CLE LF KV C NG IK L D G S D E G G KR C 
Tec CATGAC .GGTATCTTGTGTCTAGAGCTGTTCAAAGTCTGCAATGGTATAAAAGACTGTCTGGATGGATCAGATGAGGGTGGTCGCTGC 


mun e Hoe Eo ucc Dur Bree E 





^n v N D G SoD т UN ESAE У 


F I € D H K C K N Y V G G F 
11 GICAATGATGGACATACTTGTCAAGATATAAATGAATGTGAGCAGTA 


AATCTGTGATCATAAGTGCAAGAACTATGTTGGAGGCTTC 
LIF SS 





















t E E a EA Ba E DE LINE PLNS UMEN UR 
TACCCCGTCGCCAAGGATCTGTCGCAAGTGACAGGTGTCGCTTATGAT 
E A IM A V E DG SQEK EVI I 
GAGGAAGCTATCATGCGAGCCGTGGAGGATGGGAGTCAGAAGGAAGTCATCATC 
A L DW V T K N IY FF TDSKFQHL 
SACCTGGCACTGGACTGGGTGACCAAGAATATTTACTTCACAGACTCCAAGTTCCAGCACCTGGG! 





IG Ls vYw 








e 
















V ob. HN R,D V D K P R G Т LS РК Q A 
GTACCGTTCTCC EATAATAG AGATOTOGATAAGE CTAGAGGCATCTGTCTCTCTCCCAAGCAAG 
CRT P. L Е M D EV FDFV TORK i 
GCATGGAT( CGGAAGTGTTTGACTTTGTCACCAAAGAC 
G W V. D. А.К L LL V I E S I K 
3GCCTAACGGTCTAACCATCGATCATGGCAATGATCGTCTCTACTGGGTGGATGCCAAGCTACTGGTCATTGAGTCTATCAAA 
T D R R V V L S E A IK H PY AV SVP ESSLYxYINM S 


ЗАСАСАТАСААСС! 


Q E I 







GTTGTTITTGTCAGAAGCAATCAAACAC SCATATGS CAGTATCTGTTTTTGAGAGCAGCTTATACTGGAGC 
( > N K F T G K D Q, MW. I m GEO КММ Lo 
GCCAGGAGATA( STAACAAGTTTACGGGCAAAGACCGACAAATGGTTATACGAGAGAAAAATAAC -ATCTTT 
H ;St L ыз HON сз D L C L L A 
1711 GGCATTCACATCTATCATCCAGCCATGATGAACACGACAATCCACAACCCATGC TIGGAC GCAGTGACCTGTGCCTTCTGGCT 
MON RUN. RUN LN REOR а Meo EROR F C E R V L K 
1801 CCTAAGTCCCAGAGGCGTGGATACACATGCGCCTGCCCCCAGGACAAGTTGTTGGCACCC TTCTGCGAGCGAGTGCTCAAG 
63189 L S L V V G A G S S L V E V E H K Н L T. A. T P I P I 
891 AGTCTCTCCCTGGTGGTGGGAGCTGGAAGCTCTCTAGTAGAGGTAGAGCACAAACACTTAGGGC CACAGCCACTCCGATCCCCATC 
661 N V F Kk I G A IA YD GF D OGH II V A D KKM V A 
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1981 

691 
2071 

721 
2161 

751 
2251 

781 
2341 

811 
2431 

841 
2521 

871 
2611 

901 
2701 

931 
2791 

961 
2881 

991 
2971 
1021 
3061 
1051 
3151 
1081 
3241 
1111 
3331 
1141 
3421 
1171 
3511 
1201 
3601 
1231 
3691 
1261 
3781 
1291 
3871 
1321 
3961 
1351 
4051 
1381 
4141 
1411 
4231 
1441 
4321 
1471 
4411 
1501 
4501 
1531 
4591 
1561 
4681 
1591 
4771 
1621 
4861 
1651 
4951 
1681 
5041 
1711 
5131 
1741 

221 
1771 
5311 
1801 
5401 
1831 
5491 


划 线 部 分 为 预测 的 信号 肽 , 粗 线 部 分 为 


AACAATGTTTTCAAGATCGGGGCTATTGCTTATGATGGATTTGACGGTCACATAATCGTCTTTGACTCGGCTGATAAGAAGATGGTAGCG 
L D R L KG ET TV LL SS GD LL GK VV E GM DV DP YY G HN 
CTGGACAGGCTGAAAGGCGAGACCACAGTGCTGCTATCTGGTGATTTGGGGAAGGTGGAGGGTATGGATGTTGACCCTTACGGTCACAAC 
L Y W AD SE RQ T V E V F S L N T H ЕККУ L L RD Е С G 
CTTTATTGGGCTGACTCGGAGAGGCAGACTGTCGAGGTGTTCTCGCTCAACACTCATGAGCGAAAGGTTCTCCTGAGAGACTTCGGAGGC 
E SP VDVA LVPDOQGFMFIALMGPRKVVHIDHRFE 
GAGAGCCCTGTGGACGTGGCTCTGGTACCGGATCAAGGTTTCATGTTCATCGCTCTCATGGGACCAAAGGTGGTGCACATAGACAGGTTC 
S M DG E Q K S H V H I AE T N IL GP NVA LT YDEKN LL 
AGCATGGACGGAGAGCAGAAGTCGCATGTGCACATTGCCGAGACCAACATTCTAGGACCCAACGTCGCTCTCACGTACGACAAAAACCTG 
N H I FW S D S G T G H I E A V D V E GM KR I KV RE LY 
AACCACATCTTCTGGTCTGACTCGGGGACTGGCCACATTGAAGCTGTTGATGTCGAAGGTATGAAAAGAATAAAGGTACGAGAGCTGTAT 
H S PMD IA VV ADDI FWTNH GSANLLVWWIVNEKFIE 
CATTCCCCAATGGATATCGCTGTGGTCGCTGATGATATTTTCTGGACCAATCATGGATCAGCAAATTTGCTGTGGGTCAACAAATTCGAA 
D E A D SS К О I K LN F TH G L E S V R L AAV TG LV A 
GATGAGGCAGATAGCAGCAAACAGATCAAGTTAAATTTTACTCATGGTCTGGAGTCAGTTAGGTTGGCAGCAGTGACCGGGTTGGTGGCA 
G N DH A CQ QN NG GC SH ICLLNPVEKOQVCTCPFF 
GGGAATGACCATGCTTGCCAACAGAACAATGGCGGGTGCAGCCACATCTGTCTATTGAATCCAGTTAAGCAGGTGTGCACCTGTCCCTTC 
GMV LT T DG R TC E ОР К HC SV GQY RC Т 5 GAC I 
GGCATGGTGTTGACCACCGATGGCCGGACGTGTGAGCAGCCCAAGCACTGCTCCGTCGGCCAATACCGCTGCACCTCCGGGGCGTGTATC 
P V S D Rh C NR R PD Cc PQoGcGDpDbIlE LtDb-cEKMIFTLSOSQSSCTIISTSmS 
CCGGTGTCTGACCGCTGCAACCGGCGCCCCGACTGCCCTCAGGGTGATGACGAGCTCGACTGCAAGATGTTCACGCTGCAGTGCACCCGA 
G T F S C H DG E Kk CL E H R N R C DG TV DC R DG S D E 
GGAACATTCTCCTGCCACGACGGGGAGAAGTGCCTGGAGCACCGCAACCGCTGTGATGGAACCGTAGACTGTCGCGACGGATCCGACGAA 
L NC FQESNTCEREKPGEFQCREKSGPCIPMSWRCILD 
CTCAACTGCTTCCAAGAGTCTAACACTTGCAAGCCTGGAGAGTTCCAGTGCAAGAGCGGACCTTGTATCCCGATGTCTTGGAGATGCGAT 
D T K D C E.D E S D E Q M C ER CT TC HH PER EF БОС Т 5 e 
GACACAAAAGACTGCGAAGATGAGTCAGACGAACAGATCTGCGAGAAAACCACTTGTCACCCGGAGAGAGAGTTTAGATGCACGAGCGGA 
T CI PS SW E CDGOQP DC SDASDEHEICVTOQNININ 
ACCTGTATTCCATCCAGTTGGGAATGTGACGGACAGCCGGACTGTAGTGATGCGTCTGACGAGCACGAGATTTGTGTTACACAGAACAAC 
C AA D Q LV CN NG R CV DR- Q L VC D, GCR DD CE D G T 
TGTGCGGCGGACCAGCTGGTGTGCAACAACGGCCGGTGTGTCGACCGACAGCTGGTGTGCGACGGCCGGGACGATTGTGAGGATGGGACG 
D E V DC RE T PV TP SE EG EVP RH IDE ST SSHHR 
GACGAAGTTGACTGTCGCGAAACTCCAGTTACACCCTCGGAGGAAGGCGAAGTCCCTCGACATATTGATGAGTCAACGTCCTCCCACCGA 
P QC ED TQEF V CDICLPAERAR CNG A ECL EEO GOE 
CCCCAGTGCGAGGACACCCAGTTTGTCTGCGATATCTGCCTCCCTGCTGAGGCCAGATGTAACGGGACGGCAGAGTGTCTGCACGGAGAG 
DE T GC DG CLE HQFQCSETGRCISLDWTCDG 
GACGAGACCGGATGTGACGGGTGTTTGGAGCATCAGTTCCAGTGCTCGGAGACAGGACGTTGTATCTCTCTAGACTGGACGTGTGACGGA 
A N D C G DNS DE DS T LC Q RH SGTNEKALNHGIVS 
GCCAACGACTGTGGCGACAACTCGGATGAAGACTCCACGCTGTGTCAGCGCCACAGCGGCACCAACAAGGCTCTCAACCATGGAGTTTCC 
E С 1 Е Е TCKONREKKCLPFSRKVCDGRKPDCEDGSS р 
GAGTGCCTGGAGTTCACCTGCAAGAACAAGAAGTGTTTGCCCTTCAGCAAGGTGTGTGATGGGAAGCCGGATTGTGAGGACGGGAGCGAT 
E GG R C G R GC CQETP SGPRCACI 
GAGGGAGGAAGATGTGGGCGAGGGTGTAAGGATGCAGGATGTATGGACAAATGTCAGGAAACCCCCAGTGGTCCCAAATGCGCCTGTTTC 
PG КО TG DS EK SC ADVDECALGIYCSQFCHININ 
CCTGGCTTCCAGCTGACGGGAGACAGCAAAAGTTGCGCGGATGTGGACGAGTGCGCTCTCGGCATCTACTGCTCTCAGTTCTGCCACAAC 
T LG GF T C SC RYP DYQLRENRM TCEKARKGNEM 
ACCCTCGGAGGCTTCACCTGCAGCTGCCGCTACCCTGACTACCAACTGCGCGAGAACCGAATGACCTGCAAGGCCAAAGGTAATGAAATG 
EMIFVOTNNEIRYVTGSRSEKLGVIHEKSQAHRIN 
GAGATGATATTCGTTACCAACAATGAAATCCGCTATGTGACCGGATCAAGATCCAAGCTTGGGGTGATTCACAAGTCCCAGGCCAGGAAC 
F Q V $S G LD V DS RK RC I YWS S A TV GTITRS CI 
TTCCAAGTATCCGGTTTGGATGTGGACTCTCGCAAGCGTTGTATCTACTGGAGCTCAGCAACGGTGGGAACGATCACACGCAGCTGTAAC 


K.NLELCI.S M T T LV RP SKLALDWVWVTENVYFVEHRG 
AAGAACGAGACGTCGATGACGACACTGGTGCGACCGAGTAAGCTGGCGTTGGACTGGGTCACGGAGAACGTTTACTTTGTAGAGCGAGGT 
H V V K V C N F N V G K C S V V V R A S P EV S IDT LA V 


CACGTGGTGAAGGTCTGCAACTTCAATGTGGGCAAGTGTTCGGTCGTGGTCAGGGCGTCACCCGAGGTCTCCATCGACACTCTCGCCGTT 
D P L KK LM FW S ES TGLGEVKSVLEKRADMSGG 
GATCCACTCAAGAAGCTAATGTTCTGGAGTGAGAGCACCGGACTGGGAGAAGTGAAGAGCGTATTGAAGCGAGCTGACATGTCCGGTGGC 


S V T V V L D DG LY R V T DIA LDP LHOQLVYMWwWIlLILDIA 
TCGGTGACTGTGGTGCTGGACGACGGCTTGTACCGAGTGACCGACATCGCTCTCGACCCCCTCCACCAGCTGGTGTACTGGCTAGATGCG 
DK R E V E R 1S YN GN R QS LFASPDTPHMEKLAI 


GACAAGCGAGAGGTCGAGCGCATCTCCTACAACGGCACTAACCGGCAAAGTCTGTTCGCCTCTCCGGACACACCAATGAAGCTGGCGCTG 
F E H Y V MW MV E A RS TV R QQH LD TY GNVWOQOCA 
TTTGAACACTACGTTATGTGGATGGTTGAGGCACGCTCGACTGTGCGCCAGCAGCACCTCGACACCTACGGCAATGTGTGGCAGTGTGCC 
V S G PA AW R C DV I K V H AV AP AT F TV М ОЕ AN О 
GTCAGCGGGCCGGCTGCATGGCGCTGCGATGTGATCAAAGTGCACGCTGTTGCACCTGCTACCTTCACCGTCATGCAAGAGGCAAACCAA 
E LG QS MC DSSCSHLCVSGPACLCA,NL.G.I.R V в 
GAGCTTGGCCAGAGCATGTGCGACAGCTCATGTTCACATCTCTGTGTGTCGGGCCCGGCGTGCCTCTGCGCCAACGGTACGCGTGTCAGA 
T-.G-Q D. GC. P.-S..M lI. V (G'-S PB L.F V TEX NL B.E V P PS OBOOSC.OE Ode UW 
ACCGGTCAGGACTGCCCCTCCATGATCGTGGGTTCACCGATATTCGTCACCAATATCCCTGAGGTTCCTCCATCTCCGAGCTTCCTGTGG 
T F F K L V MLTC II VP IV ь.б E у ъъ у Do ш мА ЬШ 
ACTTTCTTCAAGCTCGTGATGCTAACCTGCATCATTGTGCCTATTGTTCTTGGGTTGTTCGTTCTCCGATACGACATCATGGCTCTGCTC 
H S C V S A T ШШ А О K P V FS N IH FS NPAYNMGOG T 
CACTCTTGTGTCAGTGCCACAATCAATGCAACCAGCAAGCCAGTTTTTTCCAATATTCACTTCAGCAACCCCGCGTACAACATGGGCACG 
S H L E TV FH HS RL YN PG E HQ Y E NT S VC L S D 
AGTCACCTGGAGACAGTGTTCCACCATTCCCGGCTCAACCCGGGGGAACACCAATACGAGAACCCCACCACCTCGGTCTGTCTGTCAGAT 


е т NE,0 L I I SN EVN E ISRKDKORK VI E FH IN B 


AATAGAACAAATGAATCACAACTCATAATCTCGAATGAAGTGAACGAAATTTCCAAGGATAAAAAAGTGATTGAGTTTCACATCAACGAA 
F V DD DSDSLEYSETVGDSHEK TP ЪТ К + 
TTTGTTGATGACGATTCAGATAGTCTTGAGTATTCGGAAACTGTGGGAGACTCACACAAGACTCCACTCATCAAATAA 


图 2 NeVeR cDNA 核 音 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 
Fig. 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of NcVgR 

















НЕ ИДУ UR. The putative signal peptide is underlined and glycosylation sites are shown with a bold line. 
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渐 上 升 ,至 羽化 后 8 d 达到 峰值 ,随后 下 降 。 随 着 黑 
尾 叶 蝉 产 卵 ,转录 水 平 再 次 上 升 ,至 羽化 后 16 d Ж 
另外 ,NecVeR 在 卵 内 亦 有 微量 表达 。 
大 水 平 如 图 7 所 示 ,NcVeR ТЕҢ 


到 最 高 水 平 。 


不 同 组 织 中 VgR 表达 
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NIVGR 
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Ji Bp SE RESE 
道中 的 表达 极其 
有 表达 。 
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72 
71 
81 
83 


148 
152 
160 
167 


232 
23€ 
241 
251 


314 
318 
322 
334 


398 
402 
40€ 
418 


482 
485 
490 
502 


56€ 
569 
572 
583 


637 
638 
645 
667 


116 
717 
725 
751 


79€ 
798 
803 
830 


878 
879 
89€ 
912 


953 
954 
960 
99€ 


1023 
1021 
1033 
1080 


性 高 表达 , 而 在 此 成虫 脂肪 体 和 肠 
微量 ,在 峻 成 虫 脑 及 雄 成 虫 中 均 没 
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Class A-8 Class A-9 
PaVgR 1099 
BgVgR 1097 
NcVgR 1112 
NlVgR 1164 
PaVgR 1177 
BgVgR 1167 
NcVgR 1195 
NlVgR 1243 
PaVgR р ps LPÉ-SvGTP----GBPsT 1248 
BgVgR | (ер: BF HSQSVETGTP----G| 1241 
NcVgR L SL RHSGTNEALNHOVS 1274 
Nl1VgR S YH' KERKGNADQSVATKSDTR 132€ 
Class A-12 EGF-like-5 
PaVgR :dac pq LAAQDABYV пер д 1333 
BgVgR E B X ір САР T 1324 
NcVgR С е R 2 3 J Т 1357 
NIVgR dare e\ 人 DK Pesas КО aE p I E : 1409 
PaVgR 1414 
BgVgR 1405 
NcVgR 1441 
NlVgR 1493 








PaVgR QGGERAY 1 Ed: xw VIEHG AG KWVFGEPS 1498 
BaVgR GGTKA ALDW "M {оо HVDSGYEA FAG ти IEIPK 1489 
NcVgR --МЕТ LALDWVTBNVY RASPE KK БУК 1519 
N1VgR NRRMIRSA LATDWITTIENV Y| TA pm 'YRSDPAK тв LAHRHQFS- 1574 
PaVgR TG SR н1йун-нЕну@ : 1581 
BgVgR RADM: R I IVDSNEBVQ B 1573 
NcVgR I E a : В Ba---sBo ne Ru: 1600 
NlVgR гї: TYC T---SPAVE M 1654 


PaVgR P Ж Y---INSSD а. 1644 
BgVgR С ;PERPFDRHQNY---SYGTE in] 1636 
NcVgR  BRSTVROQHEDT SAAWILCDVI ---АУАВА B. 1669 
NlVgR BDSASENIDNMI ABYOSCELF РКНЕТУВҮ ткн ЦЕВ STDCOBAGGHMÉTRNHKLRPSA 1738 


PaVgR ^ Г b AAVYYYNBRF 1719 
BgVgR ] HDGSRSEHGLDSSRES----G È 5h GAXYYRYR 1709 
NcVgR R е е. NIPEVPPSPSFLW'E uu HSCVSATI 1748 
NlVgR NEASSATIFDYDDBV' SNSPVQTSSLGSAF Ма Ма у РРӘШРТӘРРПИМР 1822 





PaVgR EN n ANE СЕВВЙКК---------- 1782 
BgVgR pd 1 E Y s ILSQOEKPPVIIRIPSQ 1785 
NcVgR CAM AR 3S- 2 SNI c Bp Ee Is [BIs-----KDK 1821 


wNlvgR ЕСАВШЕРнтїаң э 2 ДЕШЕ InaMQarQNs---EaMBTIKTINEID------- I 1696 








PaVgR LADHIQLEREDAEDEAPDGSS--[ 1809 
BgVgR  SSERTDAADEEMESDTSQEDGVSDN K 1818 
NcVgR  KWIEFHINEEVDDRSDSLEHSETVGRS 1855 





NlVgR  QMGEERNGWMAGGGEGGDDSDSSTVEMPEV 1931 
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3 ҖЕ ЕЭ ХЕЙ ЫЕ ЛУМ dg Vi. VgR 氨基 酸 多 序列 比 对 


Fig. 3 Comparison of the deduced amino acid sequences of NcVgR with VgRs from Periplaneta americana , 














Blattella germanica and Nilaparvata lugens 
Ра: ЭК P. Americana; Bg: {Л B. germanica; Nc; 黑 尾 叶 蝉 Nephotettix cincticeps; Nl; 45 KEN. lugens. 比 对 采用 Clustal X 1. 83 软 
件 Multiple sequence alignment was performed with Clustal X 1.83. 黑色 方 框 示 配 体 结合 域 ,黑色 直线 示 表 皮 生 长 因子 前 体 同 源 域 , 蓝 色 方 框 示 形 
成 B 折 对 的 YWXD 基 序 ,紫色 方 框 示 0- 糖 链 功 能 域 ,黑色 虚线 框 示 跨 膜 域 ,黑色 双 线 示 胞 质 尾 域 ,红色 方 框 示 内 化 信号 。 黑 色 、 灰 色 和 白色 阴 
影 分 别 表示 氨基 酸 序 列 保守 性 为 100% , 8096 fH 8096 LJ Fo Ligand binding repeats are framed. EGF-like repeats are underlined. YWXD motifs that 


form В-ргореПег domain are framed with blue lines. Putative O-linked sugar domain is indicated with a purple frame. Transmembrane domain is dot- 






































framed. Cytoplasmic domain is double underlined. Internalization signals are framed with red lines. Black, grey and white shades denote the amino acids 


with 10096 , 80% and below 80% identity, respectively. 














9$ 陈 利 鹏 等 : 黑 尾 叶 蝉 卵 黄 原 蛋 白 受 体 基因 cDNA 的 克隆 .序列 分 析 及 表达 模式 
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S LBDI 


图 4 ЖЕНИЯ 
Fig. 4 Functional homologs of VgRs 














EGFPI LBD2 


EGFP2 от C 


E VgR 蛋白 质 功 能 同 源 结 构 域 


of Nephotettix cincticeps and other insects 





右边 的 比例 (% ) 表 示 与 黑 尾 叶 蝉 VgR 序列 的 一 致 性 。The proportions (9%) on the right side indicate the overall identity compared with the 
sequence of NcVgR. S; 信号 肽 Signal peptide; LBD: 配 体 结合 域 Ligand binding domain; ЕСЕР: 表皮 生长 因子 前 体 同 源 域 Epidermal growth factor 
like domain; О; 0- 糖 链 结构 域 O-linked sugar domain; Т: 跨 膜 域 Transmembrane domain; С: 胞 质 尾 域 Cytoplasmic domain. 


3 iit 


本 研究 克隆 了 黑 尾 叶 蝉 NcVeR 基因 的 全 长 
cDNA ,其 编码 和 蛋白 的 序列 与 其 他 昆虫 VgR 大 小 及 
结构 基本 一 致 ,具有 低 密 度 脂 蛋白 受 体 家 族 的 5 个 
保守 功能 域 : 配 体 结合 域 (LBD) 、 表 皮 生 长 因子 前 体 
同 源 域 (EGFP)、0- 糖 链 结 构 域 (OLSD)、 跨 膜 域 
(TMD) 和 胞 质 尾 域 (Sappington апа Raikhel, 1998; 
Tufail and Takeda, 2009) , NcVgR 含有 两 个 配 体 结 
合 域 , 这 与 其 他 昆虫 VgR 相同 ,但 是 这 两 个 配 体 结 
合 域 分 别 含 有 5 个 和 7 个 class A 重复 域 ,这 与 其 他 
昆虫 分 别 含 有 4 ~5 个 和 8 个 ,或 者 4 个 和 7 个 配 体 
结合 域 均 不 相同 , 且 NeVgR 第 2 个 配 体 结合 域 中 缺 
少 第 6 个 class A 重复 域 ,而 其 他 含有 7 个 class А Œ 
复 域 的 配 体 结合 域 均 缺 少 第 2 个 clas A 重复 域 。 
Class A 重复 域 含有 用 于 形成 分 子 内 二 硫 键 的 保守 
半 胱 氨 酸 残 基 和 一 些 保守 性 酸性 残 基 , 这 对 于 受 体 
空间 结构 的 维持 至 关 重 要 , 二 硫 键 的 减少 及 酸性 残 























基 突 变 均 能 导致 受 体 无 法 与 配 体 结 合 ( Leitersdorf et 
al., 1990; Sappington and Raikhel, 1998) 。 黑 尾 叶 
蝉 与 其 他 昆虫 VgR 配 体 结构 域 的 不 同 或 许 表 明 黑 
尾 叶 蝉 在 Vg 内 吞 作 用 机 理 方面 具有 差异 。OLSD 
是 一 个 富 售 丝氨酸 和 苏 氨 酸 (SAT) 短 的 伸展 开 的 
链 , 位 于 质 膜 表面 。OLSD 并 不 是 昆虫 VgR 所 必需 
my, aun gs gs D. melanogaster #121: 01 S. invicta 
VgR 中 就 不 含 该 区 域 ( Sechonbaum et al., 1995; Chen 
et al., 2004; Tufail and Takeda, 2009) , OLSD 的 功 
ВЕЛ ЛУТА, Hold Kou BOB ALERTER FERREIS] 
没有 影响 (Davis et al., 1986), NeVeR 具有 一 个 含 
30 个 残 基 的 OLSD ,该 区 域 的 功能 还 需要 进一步 研 
究 。 胞 质 尾 域 位 于 细胞 内 部 ,通过 内 化 信号 将 受 体 
导向 包 被 小 泡 。 所 有 LDLR 家 族 至 少 有 一 个 NPXY 
内 化 信号 ,昆虫 VgR 具有 特殊 的 LI 代替 NPXY。 
NcVgR 胞 质 尾 域 同 时 具有 NPXY 和 LI 两 种 内 化 信 
125, Б] ХЕ 5. invicta VgR 一 致 (Chen et al., 
2004) ,这 预示 着 黑 尾 叶 蝉 VgR 内 化 时 可 能 使 用 与 
其 他 昆虫 不 同 的 内 化 信和 号。 
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ШЕ. 


尾 叶 蝉 和 其 他 物种 VgR 基因 发 育 进 化 树 构建 分 析 


usj 


蜜蜂 Apis mellifera (XM. 001121707) 

Bombus impatiens (XM_003489529) 

RERE Bombus terrestris (XM_003402655) 

切 叶 峰 Megachile rotundata (XM_003704612) IRH Hymenoptera 
HB c 13. Camponotus floridanus (GL443736) 

粗 角 蚁 Cerapachys biroi (KK107168) 

IX Solenopsis invicta (AY262832) 

征集 金 小 峰 Nasonia vitripennis (XM_008219408) 

谷 盗 Tribolium castaneum (XM_963810) | #2 Н Coleoptera 

lit Blattella germanica (AM050637) 
Tisi Rhyparobia maderae (AB255883) 
ХУ Periplaneta american (АВО77-47) 
Pediculus humanus corporisn (XM. 002423076) | WA Phthiraptera 
Ж Acyrthosiphon pisum (XM_008182237) 

强 Bemisia tabaci (HM017828) 

Ж\ Nilaparvata lugens (GU723297) 

尾 叶 蝉 Nephotettix cincticeps 
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伊 蚊 Aedes aegypti (L77800) 

按 蚊 4jzopjpeles aquasalis (GAMD01001553) 
Ri Drosophila melanogaster (U13637) 
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AKI Ceratitis capitata (GAMCO01000970) 
实 蝇 Bactrocera dorsalis (JX469118) 

WE Danaus plexippus (AGBW01002916) 
H Helicoverpa armigera (КС181922) 

RUR Spodoptera litura (ADK94033) 

水 青 蛾 Actias selene (10809472) 

Antheraea pernyi (13003583) 

Bombyx mori (HM172611) 

lili Panonychus citri (KC978894) 
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SF Lepidoptera 
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ПШ Pandalopsis japonica (KJ417814) 


Fig. 5 Phylogenetic tree of VgRs in Nephotettix cincticeps and other species 


物种 名 称 后 为 序列 的 GenBank 登录 号 。 











昆虫 VgR 受 体 主要 在 卵黄 发 生前 期 大 量 表达 ， 
且 和 蛋白 水 平 比 转录 水 平 适 当 延 后 。 在 双 翅 目 中 , 黑 
ДИ ЖЫШ! D. melanogaster VgR 转录 和 和 蛋白 均 在 卵黄 发 
生前 期 表达 ,埃及 伊 蚊 4 aegypti VgR 转录 水 平 在 
羽化 后 开始 表达 ,卵黄 发 生前 期 和 卵黄 发 生 期 持续 
Е. ЖС 5. шига VgR 从 肾 期 开始 表达 , 羽 
化 后 36 h 达到 达 最 高 水 平 ,随后 下 降 并 保持 在 较 低 
水 平 (Shu et al., 2011), YE SEE H P , RMK Р. 
americana ‚Ж E] / NW В. germanica Жн ү AME L. 
maderae VgR 的 表达 模式 基本 相似 , VgR 转录 水 平 


jE 






































KF 50% 的 bootstrap 值 列 于 分 支 上 。 


percentage values higher Шап 50% аге marked on each branch. 


The GenBank accession numbers are listed after species names. The 





在 卵黄 发 生前 期 较 高 ,随后 下 降 并 保持 在 较 低 水 平 ， 
НЗ ЕАУ VgR 转录 水 平 较 高 时 ,蛋白 表达 相对 
较 低 ,反之 亦 然 (Tufail and Takeda, 2005; Ciudad et 
al., 2006; Tufail and Takeda, 2007) , 2E $8 H35 © 
TUN. lugens VgR. ERIK F B Щн IJAE т ХАЖ 
上 升 , 羽 化 7 а 后 达到 达到 峰值 ,随后 下 降 。 利 用 菊 
光 定 量 PCR 分 析 黑 尾 叶 暗 不 同时 期 VgR 转录 表达 
结果 表明 ,NecVeR 转录 开始 于 5 龄 奉 虫 ,随后 一 直上 
升 ,至 羽化 后 8 d 达到 峰值 ,随后 下 降 。 随 着 黑 尾 叶 
蝉 产 卵 ,转录 水 平 再 次 上 升 ,至 羽化 后 16 d 达到 最 






































陈 利 鹏 等 : 黑 尾 叶 蝉 卵黄 原 蛋白 受 体 埋 


EDI cDNA 的 克隆 .序列 分 析 及 表达 模式 935 
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发 育 阶段 


Developmental stage 


图 6 黑 尾 叶 暗 不同 发 育 时 期 NeVgR mRNA 转录 水 平定 量 分 析 


Fig. 6 Real-time PCR analysis of NcVgR mRNA levels in different developmental stages of Nephotettix cincticeps 
E: BB Egg; №: 4 HZI 4th instar nymph; N5; 5 龄 若虫 Sth instar nymph; 00: ЗУ WE Ji d Newly emerged female adult; D2 – D20; 分 别 为 羽 
化 后 第 2 – 20 天 的 雌 成 虫 Female adults at 2nd – 20th days after eclosion, respectively. 图 中 数据 为 平均 值 + SE, 每 组 3 个 生物 学 重复 ;数据 分 析 采 
用 方差 分 析 中 Turkey 氏 显 著 性 检验 , 柱 上 不 同 字 母 示 差异 显著 (P <0.05)。Data in the figure are represented as mean + SE of three biological 








replicates in each group. Statistical analyses by ANOVA followed by a Tukey' s multiple comparison test were 


individual means. Different letters above bars indicate significant difference (Р <0. 05). 
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雄 成 虫 中 的 表达 检测 
Fig. 7 Real-time PCR analysis of NcVgR gene in different 
female adult tissues and male adult of Nephotettix cincticeps 
图 中 数据 为 平均 值 上 S ,每 组 3 个 生物 学 重复 ;数据 分 析 采 用 方差 
分 析 中 Turkey 显著 性 检验 , 柱 上 不 同 字 母 示 差 异 显著 (P<0.05)。 


Data in the figure are represented as mean + SE of three biological 











replicates in each group. Statistical analyses by ANOVA followed by a 
Tukey' s multiple comparison test were performed to identify differences 


between individual means. Different letters above bars indicate 


significant difference ( P «0.05). 


高 水 平 。 黑 尾 叶 蝉 Vg 表达 同样 始 于 5 RER, НЕ 
羽化 后 12 d 达到 峰值 ,随后 下 降 , 至 羽化 后 16 d 达到 
最 高 水 平 ( 竺 发表) HI, REM VgR 与 Vg 具有 
类 似 的 表达 动态 ,这 表明 黑 尾 叶 蝉 VgR 参与 卵黄 发 
生 , 但 是 其 VgR 转录 调控 的 机 理 仍 需 进 一 步 探 讨 。 























erformed to identify differences between 





昆虫 VgR 一 般 以 肉 虫 卵 梨 特异 性 方式 表达 , 包 
ERR D. melanogaster LEX T Wk S. litura 、 红 
KIN 5. invicta KE Р. americana {Л B. 
germanica 43 f& y 3E WE L. maderae 等 ,这 与 其 功能 
1: — SX Hy ( Schonbaum et al., 2000; Chen et al., 
2004; Tufail and Takeda, 2005, 2007 ; Ciudad et al., 
2006; Shu et al., 2011), ZEE P. 
VgR 分 布 在 卵巢 生殖 细胞 系 表 面 ,表明 VgR 基因 的 
转录 和 翻译 在 生殖 区 卵 母 细胞 分 化 之 前 已 经 开始 
( Tufail and Takeda, 2005) 。 最 近 有 研究 显示 ,在 桔 
ЛУЗЕ В. dorsalis 卵 和 偶 和 脂肪 体 中 均 检 测 到 VgR 
的 转录 本 及 和 蛋白 表达 (Lin et al., 2015) ;但 也 有 研究 
表明 , 桔 小 实 晶 VgR 仅 在 肉 成 虫 卵 巢 中 表达 , 而 在 
其 他 组 织 包 括 脂 肪 体 中 均 不 能 检测 到 VgR 转录 水 
平 (Cong et al., 2015) , 桔 小 实 晶 中 脂肪 体 是 否 能 够 
表达 VgR ,还 需要 进一步 验证 。 在 梓 鼻 4，pernyi 和 
HRA B. mandarina 中 ,VgR 的 转录 本 在 师 期 的 卵 
全 和 脂肪 体 中 也 能 表达 ,然而 在 成 虫 中 , 却 仅 在 卵 梨 
中 检测 到 VgR 表达 (Liu et al., 2011; Qian et al., 
2015) 。 脂 肪 体 中 VgR 的 功能 还 不 清楚 ,或 许可 以 
将 血 淋 巴 中 的 卵黄 多 肽 吸收 至 脂肪 体 作为 氨基 酸 储 
存 ,也 可 能 结合 卵黄 多 肽 从 而 调节 其 自身 表达 (Lin 
et al., 2015) 211 5. invicta. 中 未 交配 的 有 翅 雌 
成 虫 VgR 的 转录 水 平 高 于 交配 的 蚁 后 ,但 是 VgR Ж 
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白水 平 却 低 于 交配 的 蚁 后 , 卵 母 细 胞 腊 上 的 VgR Ж 
白 吸 收 Vg 可 能 作为 未 交配 的 有 起 肉 成 虫 准备 婚 飞 
交配 的 标志 物 (Lu et al.，2009 )。 西 方 蜜蜂 А. 
mellifera 中 工蜂 咽 下 脲 检测 有 VgR 的 表达 ,而 其 转 
录 本 在 工蜂 卵巢 、 脂 肪 体 、 中 肠 、 头 及 咽 下 腺 中 均 能 
检测 到 ,这 可 能 与 西方 塞 蜂 中 Ve 的 功能 多 样 性 有 
关 ( Guidugli-Lazzarini et al., 2008) 。 除 了 生殖 外 , 社 
会 性 昆虫 蜜蜂 中 Vg 还 参与 寿命 ,社会 分 工 和 激素 
等 多 方面 调节 (Amdam et al., 2004; Guidugli et al., 
2005; Corona et al., 2007) 。 但 是 同 为 膜 翅 目 社 会 
性 昆虫 ,红火 蚊 S. invicta VgR 却 只 在 雌 成 虫 卵巢 中 
表达 , 雄 成 虫 和 雌 成 虫 其 他 组 织 均 未 检测 到 УБК 
(Chen et al., 2004) , 

通常 VgR 只 在 雌 虫 内 表达 ,参与 卵 母 细胞 摄取 
血 淋 巴 中 卵黄 原 蛋 白 的 内 吞 作 用 ,而 在 西方 蜜蜂 А. 
mellifera 中 ‚ҖЕ НЕДИ ЕЕ ЫШ s] Vg 和 VgR 的 表 
达 (Trenczek et al., 1989; Guidugli-Lazzarini et al., 
2008). 。 在 黑 尾 叶 蝉 雄 成 虫 中 , 虽然 未 检测 到 VgR 
的 转录 本 ,但 是 检测 到 了 Vg 的 转录 和 和 蛋白 表达 (未 
发 表 ) , 雄 成 虫 中 Vg 的 作用 尚 不 清楚 ,可 能 为 生长 
发 育 提供 营养 物质 。 男 外 在 黑 尾 叶 暗 卵 内 也 检测 到 
VgR 转录 水 平 ,虽然 很 低 ,但 是 相对 明显 。 相 同 的 
情况 也 出 现在 家 鼻 В. тогі 中 , 卵 中 VgR 的 功能 党 
未 揭示 , 可 能 与 Vg 作为 胚胎 发 育 的 营养 消耗 相关 
( Lin et al., 2013) , 

黑 尾 叶 暗 是 水 稻 常见 害虫, 能 够 传播 水 稳 矮 缩 
病 。 近 年 来 水 稳 矮 缩 病 发 病 面 积 不 断 扩大 ,并 有 进 
一 步 扩散 的 趋势 ,目前 其 防治 主要 以 防治 介 体 昆虫 
黑 尾 叶 蝉 为 主 ( 陈 巧 云 等 , 1978; Fujita et al., 2006; 
Zm, 2009) VgR 作为 害虫 控制 的 潜在 靶 标 ,其 
研究 不 仅 为 探索 昆虫 VgR 的 生理 功能 英 定 了 理论 
基础 ,更 为 发 展 害虫 防治 新 方法 提供 了 依据 。 水 稻 
矮 缩 病毒 能 够 通过 介 体 昆虫 黑 尾 叶 暗 传播 到 子 代 ， 
前 人 研究 表明 ,植物 病毒 可 能 通过 VgR 介 导 的 内 在 
作用 打破 卵巢 屏障 ,完成 经 卵 传 播 (Fukushi et al., 
1962; Huo et al., 2014) ,因此 VgR 还 可 能 成 为 防治 
水 稻 矮 缩 病 的 潜在 靶 标 ,并 为 揭示 水 稻 矮 缩 病毒 的 
经 卵 传播 机 制 提供 一 个 新 的 方向 。 
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